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工作简况

本标准的编制2018年由中国实验动物学会实验动物标准化专业委员会组织立项。起草单位为中国医学科学院医学实验动物研究所。编制任务来自国家科技部资助的国家重点研发计划（2017YFA0105204），本标准的编制为这些课题的研究成果之一。本标准的主要起草人 管博文、王卫、孟爱民、何君、魏强。
工作过程

2017年国家重大研究计划《基于重大神经疾病非人灵长类模型的干细胞治疗评价研究》（2017YFA0105204）课题立项。为规范干细胞治疗临床前实验动物的使用标准、要求以及规避潜在风险，在广泛阅读文献、资料收集，与有经验的专家请教、交流，讨论制定具体的研究方案。

2018-2019年进行多项神经系统重大疾病治动物模型构建及干细胞治疗；2019-2020年总结并标准化各类动物模型的制备和评价指标。并与进行团标小组初次讨论，探讨团标内容及方向。

2020年起草小组讨论准备标准初稿，并进行团标小组讨论，对团标初稿中的内容及问题进行讨论，进行了团体标准的修改。

2020年中旬对团标进行了修改和完善，再次进行团标小组讨论，对修改后的团标进行完善。

2022年形成《实验动物 干细胞临床前动物评价通用要求》征求意见稿。
编写背景；

干细胞具有分化为其他细胞的潜能，针对治疗多种难以治愈的疾病（半月板损伤，卒中，脊髓损伤等）具有很好的应用前景。除了分化为损伤细胞外，自身还可以分泌营养抗炎的生物因子，减少损伤促进恢复。这些特性使干细胞具有了常规药物所不具备的治疗效果。

早期大量干细胞治疗直接应用于临床，导致很多无效治疗甚至负面的案例。干细胞临床治疗初期缺乏有效的管理。现在逐步构建相关规范，包括临床前研究等，减少医疗乱象产生。

干细胞临床前研究，主要是通过实验动物构建对应疾病的动物模型来考察干细胞的安全性和有效性。其中实验动物的好坏对临床前研究有重大影响，保障实验动物质量要求以及根据临床构建动物模型的合理性，可以帮助确定临床相关的参数，预测其在人群中使用时可能出现的不良事件，降低临床试验受试者和临床使用者承担的风险，并为临床试验方案的制定提供依据。

因此干细胞临床前动物评价是十分重要也是十分必要的，除了对实验动物本身有要求，对从业人员资格以及实验过程中的风险和管理也有要求。保障临床前实验的每一个环节，为干细胞临床治疗奠定坚实的基础。
（四）编制原则；

本标准的制定原则在充分参考了《实验动物生物安全通用要求》、《药物临床前研究与转化医学——实验动物的应用与动物实验》、《药物非临床试验质量管理规范》（GLP）、《人体细胞治疗研究和制剂质量控制技术指导原则》（2003）、《干细胞制剂质量控制及临床前研究指导原则(试行)》以及日本卫生、劳动和福利部(MHLW)发布《Guidelines on Development of Cell-Based Products for the Treatment of Cerebral Infarction》等国内外有关动物评价要求的基础上，对目前干细胞临床前动物评价进行总结、提炼，立足各项指标既符合评价要求，又具有科学性和可操作性。
1.科学性原则 干细胞临床前动物评价，首先要保证动物种类和构建模型的选择符合临床治疗的要求，具有科学性和有效性，避免重复和无效的动物实验。

2.适用性原则：动物实验种类较多，各种临床前动物实验的侧重点是不同的。在考虑临床前动物评价标准时，注重选择适用面较广，可以涵盖各类干细胞临床前动物评价的标准。

3. 动物福利原则：动物福利是实验动物的基本诉求，在设计动物实验时，要首先考虑能够满足动物福利的基本要求，尽量避免没有必要的对动物的伤害。动物实验方案应经过实验动物福利和伦理审查委员会（IACUC）的批准。

4. 经济性原则：在保证满足临床前评价的前提下，动物实验的设计和实施要尽量节约，避免浪费。对于动物实验生物安全防护和管理，也尽量考虑节能环保，在保障安全的前提下，尽量减少实验消耗。

5. 可操作性原则：本标准具有较好的可操作性，简单易用，对规范缺干细胞临床前动物评价具有实际意义。

（五）内容解读（如技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、检验规则等）的论据（包括试验、统计数据），修订标准时，应增列新旧标准水平的对比；

1、范围

本标准规定了干细胞临床前动物评价相关的实验动物质量要求、从业人员资格、动物实验要求、评价要求、风险评估和风险控制、管理要求的通用要求。

本标准适用于干细胞临床前动物评价的基本要求和管理。

2、规范性引用文件

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有的修改（不包括堪误的内容）或修订版均不适用于本标准。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

GB19489  实验室生物安全通用要求

GB14925  实验动物环境及设施

ISO15190  医学实验室安全要求

ISO 24603  干细胞国际标准

3、术语和定义

列出了本标准中涉及的术语和定义，部分重要内容采用了相关标准中提及的术语和定义。

4、实验动物质量要求

用于动物实验的动物通常包括标准化的实验动物和尚未标准化的实验用动物。使用的实验动物或实验用动物应经过质量监测，检疫合格，来源明确。动物实验之前应了解拟使用动物可能的携带、感染病原；动物应排除人兽共患病病原污染，并做好防控。应尽可能使用实验动物而不是实验用动物做动物实验。

实验动物是一类特殊的动物群体，来源于原种动物，但通过遗传选择、杂交、近交和诱变等方法，改变了群体的遗传组成，使其具有了人类所需要的特征。在动物培育过程中，它们的遗传组成经历了重新组合、纯化和稳定的变化过程。

实验动物不同于普通动物，它的培育是严格控制在非常清洁的环境中。因此，相对而言，它们的免疫功能是低下或不健全的。人们往往注重它们的饲育、生产环境，忽视使用、实验环境。如，饲育时在无菌隔离器中、层流柜中，或清洁环境中，但实验时，往往放在普通实验室、一般动物室，甚至在走廊、过道和办公室中。从干净环境中突然到普通环境中，会遇到很多病原微生物和寄生虫的侵袭，加之实验动物本身抗病能力不强，非常容易得病、死亡。实验动物得病后，也会对人的健康带来不利影响，特别是一些人兽共患病，如出血热、结核病、狂犬病、菌痢、寄生虫等疾病更是直接威胁我们的健康。

5、从业人员资格

动物实验不同于体外实验，任何对动物带来的不良操作，都会影响实验结果。动物实验的结果应该是客观、公正、准确的，要求实验人员必须了解正确的操作和结果判断。北京地区要求所有从事实验动物和动物实验的人员，包括临时实验人员，必须经过一定时间的培训，考试合格，并取得上岗证后，才能进行动物实验。中国实验动物学会在全国范围内，依托有条件的大学和科研院校，设立了14家培训基地。动物实验的能力，包括动物饲养能力、对动物认知能力、操作能力、信息采集能力、分析能力、关护能力和生物安全防护能力。具备了这些能力，才能完成良好的动物实验，同时保证实验中的生物安全。

动物活体检测、外科手术、活体采样、解剖取材等技能更是要求人员能够熟练擎握。必须经过严格培训，才能实际应用。能力，是安全的保证。

（1）操作能力：动物采血是最常见的操作，如果不了解准确的部位，加之血管非常细小，如小鼠的尾静脉，不通过反复练习，临时或匆忙上阵，会造成动物反复损伤，人员刺伤。动物手术、取样、解剖时经常弄伤自己，一定要重点防范。

（2）分析能力：在描述实验动物临床表现时，应避免主观性描述，减少操作人员自身主管带入，因为人无法知道动物的主观体验。动物实验的信息采集应客观描述，如实验动物活动减少、摄食量减少、精神萎靡、被毛脏乱等术语。

（3）护理能力：曾经有实例表明，将手术后的动物放回笼具中后，因处理不当，动物抓挠伤口，造成再次伤害。小鼠内眦静脉采血后，止血不好，放回后，遭其他动物啃咬，不仅非常残忍，而且影响实验结果，浪费实验经费和时间，如有必要可暂时分笼饲养。
6、动物实验要求

不同的实验目的所需要的实验动物是不同，针对不同的实验动物应确保临床前实验期间控制其微生物和寄生虫，保证动物没有感染其他疾病，尤其是非人灵长类动物。此举即可保护实验人员的身体健康，又确保实验数据的准确性和可重复性。针对此等要求，除了对实验动物质量的控制还要求实验室设施应符合GB 14925的要求，并在饲养过程中符合动物福利伦理。

实验过程应有相应的SOP指导操作，既规范实验操作又避免因操作不当导致的动物咬伤抓伤。

7、评价要求

临床前动物试验的目的主要是通过相关动物模型来考察产品的安全性和有效性，以及临床相关参数的确定，预测其在人群中使用时可能出现的不良事件，降低临床试验受试者和临床使用者承担的风险，并为临床试验方案的制定提供依据。所以干细胞的安全性和有效性评价是通用要求中不可或缺的内容。

7.1安全评价基本原则

基于细胞的产品的安全性评估应该使用基于非临床数据和人类相似产品的临床经验的方法来识别未知和预期的风险。不同的疾病模型采用的干细胞不同、细胞最佳剂量不同以及给药方式不同，最后的治疗方案差别很大。因此，临床前试验方案应精心设计，了解细胞制剂临床试验安全性评价的基本原则，以评估潜在的风险。

参照《药品非临床研究质量管理规范》以及SFDA、ICH药品非临床研究相关技术指导原则，根据GLP原则进行必要和适当的非临床安全研究。如果将基因导入细胞，应按照确保基因治疗产品质量和安全性的指导方针进行必要的研究。非临床安全性研究通常使用健康动物，而不是疾病动物模型，因为诱发的疾病可能影响产品毒理学评估，包括全身和局部效应。

（1）一般毒性研究

在临床前安全评价中，用于临床的最终产品的安全性通常采用与人类临床试验相同的给药方式进行评估。从动物细胞中提取的产品可能适用于特定的研究，但和用于人类临床治疗不同。在这种情况下，这些产品应具有与从人类细胞中提取的最终产品相同的特性。

一般毒性动物研究人类细胞通常使用免疫缺陷动物，而且不同的动物物种在细胞代谢产物方面几乎没有差异，因此一般毒性可以用单一但合适的动物物种来评估。研究中给药次数应尽可能与临床上相同。

为了确定细胞剂量水平的危害，两组(给药组和对照组)或更多已经足够，因为定量的风险评估是很困难的并且人和动物之间换算是有误差的。所以对毒性评估来说，最大剂量应是允许评估全身毒性的最高剂量。

由于干细胞细胞的移植途径不同，会导致在体内循环的时间不同。所以为了确定移植的干细胞生物学特性，在非临床研究中有各种各样的示踪剂用于体内成像。但示踪剂对干细胞生物学特性的影响和对实验动物的影响对于评价其在人类临床试验中的应用是很重要的。在进行临床试验之前，评估组织中示踪剂的安全性也很重要。

（2）干细胞致瘤/成瘤/促瘤研究

除了体外研究外，还应该对免疫缺陷动物(如裸鼠)进行致瘤性研究。为评估恶性转化的风险，应考虑以下建议。

用于人体的最终产品应作为测试产品使用，细胞的移植途径应与用于人体的相同。

不管临床治疗方案如何，在本项研究中，单次剂量应给予尽可能多的干细胞。以防止具有致瘤性的细胞数量低于肿瘤形成的阈值，出现的假阴性检测结果。同时，设置阴性对照组、阳性对照组（致癌细胞系）和给药组（干细胞组），根据观察时间的长短确定每组动物只数，一般情况下是每组10只动物，以最后有足够的动物存活下来为准。研究周期应被规定在动物老龄化或任何自发性疾病的时间内不会影响研究的时间内，避免自发肿瘤或其他疾病的发生对研究产生影响。一般为4个月，不超过6个月为宜。

除体内实验，还可以配合体外实验进行进一步确认。包括核型分析和软琼脂集落形成实验。核型分析是一种检测无恶性转化的技术，软琼脂集落形成实验是一种检测细胞锚定非依赖性生长的实验。

（3）安全药理学研究

一般的毒性研究应该证明，基于细胞的药物在中枢神经、心血管和呼吸系统中没有明显的副作用。而且由于动物和人有很多差异，所以在安全药理学研究方面不进行细胞药物的评估。如果有细胞药物有可能影响人类安全，则应考虑额外的研究来解决这个问题。

（4）非细胞成分和杂质的安全性

所有在制备干细胞过程中使用的试剂材料都应收集相关的成分、规格、原材料和其他质量相关因素的信息，包括细胞库，制备干细胞用的酶等。如果在制造过程中使用的任何一种成分是从人或动物身上提取的，那么就会有传染病和微生物污染的风险。应控制细菌、真菌、支原体、病毒和传染性海绵脑病。干细胞以外成分的安全性应在干细胞国际标准ISO 24603的基础上进行评估。

对于杂质，应估计每一种杂质的残留水平，并对这些杂质的安全性进行评估。如果从已知信息中不能对估计残留水平的安全性进行评价，则应对杂质进行毒性研究。

7.2 其他安全性评价

如有需要，除了团标上的安全性评价内容，还可进行以下安全性评价。

（1）单次给药毒性试验

单次给药毒性试验可获得剂量与全身和/或局部毒性之间的剂量-反应关系，有助于了解其毒性靶器官，也可为重复给药毒性试验的剂量设计提供一定的参考。由于细胞治疗产品能够长时间地发挥功能或诱导长期效应，因此单次给药的观察时间应考虑细胞或者细胞效应的存续时间，一般应长于单次给药毒性试验常规的观察时间。

（2）重复给药毒性试验

试验设计应包含常规毒理学试验研究的基本要素，并结合细胞治疗产品的特殊性来设计，以期获得尽可能多的安全性信息。

动物种属选择：根据产品的不同特性，采用能够对细胞治疗产品产生生物学活性的动物种属进行重复给药毒性研究。一般情况下应采用雌雄动物进行试验。如无相关种属可开展非临床研究时，非相关种属的动物试验对评价生产工艺过程、全处方的安全性及非靶效应也可能具有价值。

剂量组设计：参考“《药物重复给药毒性研究技术指导原则》”，需设计多个剂量水平、包含临床拟用剂量范围和最大可行剂量，并结合处方组成及生产工艺，设置合适的对照组。

观察指标：除常规观察指标外，需结合产品特点，选择合适的观察指标，尽可能包括形态学与功能学的评价指标，如行为学检测、神经功能测试、心功能评价、眼科检查、异常/异位增生性病变（如增生、肿瘤）、生物标志物、生物活性分子的分泌、免疫反应以及与宿主组织的相互作用等。

（3）生殖毒性试验

细胞治疗产品的生殖和发育毒性评价主要是取决于产品的特性、临床适应症以及临床拟用人群，应根据具体情况具体分析。

（4）遗传毒性试验

对于人源的细胞治疗产品，如果该产品与DNA或其他遗传物质存在直接的相互作用，需进行遗传毒性试验。

（5）特殊安全性试验

根据细胞治疗产品的特点与临床应用情况，应考虑对局部耐受性、组织兼容性及对所分泌物质的耐受性进行评估。

（6）其他毒性试验

对于采用基因修饰/改造的细胞治疗产品，需关注有复制能力的病毒的产生和插入突变，特别是致癌基因的活化等特性带来的安全性风险。具体要求可参见相关的技术指导文件。

（7）安全药理学试验

细胞在体内分泌的活性物质可能会对中枢神经系统、心血管系统、呼吸系统的功能等产生影响；细胞本身分布或植入于重要器官，细胞治疗产品的处方成分等也可能影响器官功能。因此，对于细胞治疗产品应考虑进行安全药理试验。如果在毒性试验中发现有潜在风险，应补充开展有关安全药理试验。

7.3有效性评价要求

根据不同的临床需求，设计对应的实验设计，并在通用要求的基础上，设计更为细致全面的实验设计。其中有几点需要特别注意。

（1）对照组的选择和设立

在有效性试验中，必须设立对照组，如果试验设计有需求，还应设立阳性对照和阴性对照，以便分析干细胞在疾病动物模型中的有效性。

为了尽量减少主观因素对有效性评价的影响，可采用双盲实验，减少实验中因预期而对结果产生影响。若进行非盲对照试验，则应在试验开始前探讨可能导致对研究结果的评价存在评分偏差的因素。也可以由第三方人员进行结果处理，减少评价人员出现偏见。

（2）体内药物动力学

a.体内干细胞的分布及存活情况

研究移植干细胞的生物分布有助于阐明其作用机制、有效性评价及安全性评价。细胞的来源不同，在进入实验动物病灶部位的能力也不同。检测病灶区域中移植干细胞的分布，有助于研究动物整体及靶器官的活动机制。若采用静脉给药的方式，应监测干细胞在全身的分布，确保对其他器官的影响。生物分布研究的方法多种多样，各具特点，在使用前应根据实验设计选择适合的方法。

b.体内干细胞成像

可用于临床前研究的体内成像技术包括通过光学成像、核医学成像、MRI和其他成像技术可视化标记和管理组织中的细胞。这些技术允许监测细胞在单个动物体内的生物分布。

8、风险评估和风险控制

生物安全风险评估和风险控制就是要了解实验可能的各种风险，万一出现了风险，马上采取相应的应对控制手段。动物实验涉及的所有方面，包括动物、病原、试剂、操作等都应预先知道，并识别可能的危害。根据危害程度，提出风险评估，采取风险控制措施，是生物安全的核心工作。良好的危害评估工作应始于实验之前，实时评估应于实验活动之中，定期阶段性再评估应于使用之后。

动物实验的过程既是科学研究的过程，也是人和动物互动的过程。动物不理解人类拿它们在干什么，一定会对操作、伤害做出反抗和攻击，可能会伤害到人。动物实验可能带来的危害主要有：一是动物咬伤、抓伤等直接危害；二是动物携带人畜共患病病原，在操作过程中通过空气、分泌物、直接接触等途径感染人类；三是人类高致病性病原感染动物实验，从动物或环境再感染人。

应该注意，使用的动物会不同程度地携带有不同微生物（除非使用SPF或无菌动物）， 感染之前，一定要了解原先是否带有和实验同样或类似的病原。如果有，一定会干扰实验结果，比如已有的免疫状态、抗体产生等会使结果不准确或出现错误。这样也会误用无辜动物，造成伤害。如果携带有人兽共患病病原，易造成人员的生物安全危害，应高度注意。

最常见的安全风险是，实验动物没有良好的设施设备作保障，动物污染后处理不当，造成环境、动物、人员的生物危害。平时动物实验操作时不戴手套、不戴口罩、不穿白大褂、野蛮操作、忽视防护等是非常不负责任的行为。

饲养和实验过程中注意动物的毛屑、喷溅物、气溶胶、排泄物、组织血液以及动物逃逸等会污染周边环境，尤其是涉及基因修饰的实验动物和干细胞，涉及基因修饰的动物和干细胞都应在实验结束后严格进行灭菌处理，防止基因漂移的发生。

9、管理要求

（一）管理机构

一般实验人员注重动物实验本身，对于动物福利、伦理和生物安全要求不太关注或操作不够专业。因此，需要实验动物使用和管理委员会（Institutional Animal Care and Use Committee），负责审查动物实验，对每个环节进行把关。

（二）动物福利

动物实验福利、伦理审查的基本原则是兼顾动物福利和人员利益，在综合评估动物所受的伤害和使用动物的必要性基础上进行科学审查。涉及动物保护、动物福利、伦理、科学需要、生物安全等各方面内容。遵循动物保护原则，禁止无意义滥养、滥用、滥杀实验动物，制止没有科学意义和社会价值或不必要的动物实验。动物福利原则强调保证实验动物的权利。伦理原则，既要考虑动物的利益，善待动物，又要保证实验动物项目的科学性。生物安全员则提倡要保证实验人员和环境的安全。

（三）监管重点动物实验方案审查的内容应该包括：实验人员是否符合操作要求；设施设备是否符合动物要求；饲料、垫料、饮水是否符合动物要求；动物运输是否符合要求；实验方案是否符合动物福利要求；动物处置是否符合伦理规范；动物处死是否符合安乐死原则；动物尸体处理是否符合环保要求等方面。

(四）注意事项 

1）人员培训情况：动物实验人员必须经过操作培训，包括：动物基本知识、动物操作、麻醉方法、手术方法、给药方法、取材方法、解剖方法、生物安全防护等各种操作，应持有专业培训证书。

2）动物医师监护：动物实验中必须配备实验动物医师人员。实验动物医师的基本职责之一就是代表动物利益，维护动物权利。认为对动物伤害过大时，可建议、劝告、终止实验。实验动物医师同时会识别可能的生物危害。

3）是否正确选择动物：应该选用微生物等级明确的动物用于实验，提倡在得到足够结果时最大限度地减少动物数量的使用。尽量使用遗传背景一致的动物和微生物控制级别高的动物，可以做到以质量代替数量。数量减少和质量提高，可降低生物危害的范围。

4）动物实验的必要性：提倡替代性生命系统、非生命系统、电脑模拟的应用。离体培养的器官、组织、细胞、微生物在许多研究中得到广泛应用，能够利用替代性材料时不使用活体动物。如能进行电子模拟、体外方法进行替代实验的，就不易进行动物实验。提倡使用低等动物，代替高价的高等级实验动物，也能较易实现对小体积动物的微生物控制。

5）动物实验方案的合理性：严谨合理的方案应使动物操作合理正确，减少外伤，减少污染。使用合适的统计学方法，鼓励用少量动物获得较多结果，使污染源尽量缩小范围。

6）动物运输：运输过程中要避免碰撞和惊吓动物，动物活动量增加，释放气溶胶、广泛接触的可能性就加大，风险也随之加大。

7）动物饲养：要正确饲养动物，饲养空间要足够大，保证饮水质量，食物要干净，室内外环境要保持卫生清洁，避免疾病的发生。

8）实验过程：应尽量在麻醉状态下进行动物实验。实验开始前，准备工作要充分，各种可能发生的生物安全意外事故和解决方案均要考虑周全。

9）控制疼痛：应判断实验造成动物疼痛的等级。应考虑使用一切手段以减少动物在实验过程中所产生的疼痛，合理使用必要的麻醉剂、镇痛剂或镇静剂。疼痛可使动物不安、活动加大、相互撕咬、攻击性强，这些都会带来一定的安全隐患。

10）减少对动物的侵扰：尽量不过多干扰动物，减少对动物的刺激，避免应激反应。正确而熟练地抓取动物、固定动物，使动物不会剧烈反抗。倡导减少动物应激的保定技术，并在实验前多训练/抓取（holder）小鼠，减少实验中小鼠的应激反应。既能使实验结果更加可靠，也能降低许多风险。

11）舒适措施：福利提倡提供必要的玩具，特别是犬、猴。有条件时可以给动物增加音乐和色彩环境，对于中大型实验动物实验会产生较好效果。尽量保证恒温恒湿、通风换气、噪音、光照度等的合理设置？同时，设置必要的活动场地。但这些要求，增加了生物污染的范围，应该注意玩具等的消毒灭菌。

12）动物安乐死：对实验结束后的动物要施行安乐死，注意不能在其他动物可视范围内进行动物解剖、处死等操作。如引起其他动物恐惧，同样会增加动物带来的各种生物安全风险。

（六） 分析报告

无
（七） 采用国际标准和国外先进标准的程度，以及与国际、国外同类标准水平的对比情况，或与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况；

国内外现有标准主要为干细胞治疗或实验动物标准，单独的干细胞临床前动物评价通用要求并没有。本标准充分参考了国内外相关标准进行了编写，达到国外水平。

（八） 与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系；

与现行法律、法规没有冲突。本标准在满足《实验动物环境及设施》GB14925基础上，参考了多方资料和规定，加入了从业人员、评价要求、风险评估和风险控制以及管理机构等内容。使标准更符合干细胞临床前动物评价的通用要求。

（九） 重大分歧意见的处理经过和依据；

无
（十） 标准作为强制性标准或推荐性标准的建议；

标准作为推荐性建议。

（十一） 贯彻标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法等内容）；

建议在本标准制定后，由中国实验动物学会多召开标准宣贯培训班，将本标准推广开，规范行业内标准。
（十二） 废止现行有关标准的建议；

无。

（十三） 其他应予说明的事项。 

无。
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